腸炎ビブリオのRND型多剤排出ポンプの機能とその役割 by Matsuo, Taira
氏 名 松尾 平 
授与した学位 博士 
専攻分野の名称 薬学 
学位記授与番号 博甲第 3597 号 
学位授与の日付 平成２０年３月２５日 
学位授与の要件 博士の学位論文提出者 
 （学位規則第５条第１項該当） 
学位論文の題目 腸炎ビブリオの RND 型多剤排出ポンプの機能とその役割 
論文審査委員 准教授 黒田 照夫  教授 森山 芳則  教授 三好 伸一   
 
学位論文内容の要旨 
本研究ではまず、抗菌薬感受性の大腸菌を宿主に用いて腸炎ビブリオの持つ 12 個の RND
型多剤排出ポンプ遺伝子を全てクローニングし、腸炎ビブリオの RND 型多剤排出ポンプの
性質について明らかにしようとした。その結果 12 個のうち 8 個の排出ポンプが、何らかの
抗菌物質耐性に関与していた。また外膜タンパク質成分として大腸菌の TolC と腸炎ビブリ
オの VpoC のどちらとも機能することができ同程度の活性を示すもの(VmeAB)と、TolC と
VpoC のどちらとも機能することができるが VpoC と機能したときの方が強い活性を示すも
の(VmeCD、VmeEF、VmeYZ)、そして TolC とはまったく機能できないが VpoC とは機能で
きるもの(VmeGHI、VmeJK、VmeLM、VmeTUV)という 3 つのタイプの RND 型多剤排出ポ
ンプが存在することがわかった。そして VmeAB、VmeCD、VmeEF、VmeYZ の 4 つの排出
ポンプは、比較的幅広い抗菌物質を基質とし腸炎ビブリオの自然耐性に大きく関与してい
る可能性が高いと考えられた。 
腸炎ビブリオ内での RND 型多剤排出ポンプの役割を明らかにするために、RND 型多剤排
出ポンプ欠損株を作製し、その性質を調べた。その結果 VmeAB と VmeCD の 2 つの RND
型多剤排出ポンプを欠損させた TM32 株は、胆汁酸を含む様々な抗菌物質に対して顕著な
耐性度の低下が見られた。この様な大きな耐性度の変化は、どちらか片方の排出ポンプの
みを欠損させた場合には見られないことから、VmeAB と VmeCD の 2 つがお互いの機能を
相補し合い腸炎ビブリオの持つ自然耐性に大きく関与していたことがわかった。また 4 つ
の RND 型多剤排出ポンプ(VmeAB、VmeCD、VmeEF、VmeYZ)を欠損させた胆汁酸感受性
の腸炎ビブリオから deoxycholate 耐性変異株を分離し、その耐性機構について解析を行った。
その結果ほとんどの変異株が RND 型多剤排出ポンプ VmeTUV の過剰発現により耐性化し
ていた。このことから RND 型多剤排出ポンプは、腸炎ビブリオの獲得耐性にも関与してい
ることがわかった。また腸炎ビブリオの RND 型多剤排出ポンプのひとつである VmeJK は、
その輸送活性に Mg2+と Na+の両方を必要とするという非常に興味深い性質を持っていた。
そして人工的に形成した Na+濃度勾配による基質の輸送が見られたことから、Na+共役型の
RND 型多剤排出ポンプの初めての例であることが示唆された。 
 論文審査結果の要旨 
 
本研究では海洋性の食中毒原因菌である腸炎ビブリオにおいて、RND 型多剤排出ポンプの機
能とその役割について解析を行った。初めに、抗菌薬感受性の大腸菌を宿主に用いて腸炎ビブリ
オの持つ 12 個の RND 型多剤排出ポンプ遺伝子を全てクローニングし、12 個のうち 8 個の排出
ポンプが、胆汁酸をはじめとした何らかの抗菌物質耐性に関与していることを示した。そしてそ
れら 12 個全てを破壊した腸炎ビブリオ株を作成し、RND 型多剤排出ポンプが種々の抗菌物質耐
性に主要な役割を担っていることを突き止めた。またその研究過程において、外膜タンパク質成
分 VpoC の利用能に関しての解析、胆汁酸（デオキシコール酸）耐性変異株を用いての転写調節
因子の解析、RND 型多剤排出ポンプ VmeJK の Mg2+及び Na+要求性に関しての解析など、輸送
タンパク質としての機能などについて詳細に解析を行った。 
RND 型多剤排出ポンプの解析は大腸菌や緑膿菌において進められているが、ゲノム上に推定
されている全ての RND 型多剤排出ポンプ遺伝子を破壊した結果は、今までに報告がない。学術
上極めて価値あるものであると考えられる。 
一部日本語表記に関して不適切な箇所が見受けられたので、訂正を求めた。またｲﾝﾄﾛﾀﾞｸｼｮﾝ
の中で、専門外の研究者にはわかりづらい箇所があったので、一部修正を求めた。そのほかの点
については論理的に記述されており、文献引用も的確である。 
以上のことから、本研究論文は博士の学位に値するものであると判断する。 
 
 
